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Resumen

Los PPARs (del inglés Peroxisome Proliferator Activated Receptors) son miembros de la
familia de receptores nucleares activados por ligandos enddgenos (acidos grasos) y
exégenos (fibratos, tiazolidinedionas). Existen tres isoformas de PPARs (PPARaq,
PPARB/® y PPARY) estudiadas como blancos terapéuticos en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington (EH). PPARB/S y PPARY son
expresados altamente en cerebro, de los cuales su mecanismo de proteccién y su
efectividad terapéutica, no estan claramente descritos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la efectividad terapéutica de agonistas de PPARB/d y PPARYy, y dilucidar el
mecanismo neuroprotector del agonista con mayor efectividad. Se emplearon dos
modelos experimentales en ratones que mimetizan a la EH: el modelo neuroquimico,
inducido por un agonista del receptor NMDA (acido quinolinico; AQ) y el modelo
transgénico R/61, el cual contiene la mutacion de la huntingtina (HTT) humana con 116
repetidos del trinucleétido CAG. Fueron administrados los agonistas de PPARs:
GW501516, L165041, GW1929, Pioglitazona, Acido oleico (AO) vy Acido
Eicosapentaenoico (EPA), como pretratamiento en el modelo neuroquimico con AQ. Se
evalud la conducta rotatoria, se cuantifico el nivel del acido Gama Aminobutirico (GABA) y
el estrés oxidante estriatal. Paralelamente se realizaron estudios de acoplamiento in silico
entre los receptores PPARB/® y PPARY con los agonistas probados in vivo. In silico se
obtuvo el AG de afinidad y las interacciones formadas. Ambos estudios en conjunto
brindaron informacién del efecto neuroprotector y la estabilidad de la unién del receptor a
su ligando, donde el mayor efecto neuroprotector in vivo fue de L-165041, AO y EPA. En
el estudio in silico el mejor AG fue de GW1929, agonista especifico para la isoforma de
PPARYy, observandose interacciones con cuatro aminoacidos importantes del receptor
(Ser289, His323, His449, y Tyr473). En la segunda parte del estudio, se emplearon los
ratones de la linea R6/1 de 11, 24 y 35 semanas de edad a los cuales se les administro el
agonista especifico para PPARB/d, L-165041 (con mayor efecto neuroprotector). Se
evaluo la conducta motora, se cuantificé el estrés oxidante y la respiracion mitocondrial,
obteniendo como hallazgo principal que a la edad temprana de 11 semanas, el
pretratamiento con el agonista PPARB/® L-165041 es id6neo para ejercer un ambiente
neuroprotector en la respiracion mitocondrial y en la prevencién de dafio conductual y
oxidante en las edades de 11, 24 y 35 semanas. En conclusion, la estimulacion de PPARs
por ligandos endbégenos y exdgenos podria ser un recurso terapéutico para limitar la

progresion de desordenes neurodegenerativos como la EH siguiendo vias antioxidantes y
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posiblemente incluyendo la via BDNF-TrkB. Paralelamente, en este estudio consideramos
la importancia de discernir entre agonistas especificos para PPARs con mas eficacia, y de

determinar el efecto en que un agonista en particular es mas efectivo.
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Abstract

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs) are members of the nuclear
receptor superfamily that can be activated by endogenous (fatty acids) or exogenous
(thiazolidinediones, fibrates) ligands. There are three isoforms of PPARs (alpha,
beta/delta, and gamma); their distribution and function are isoform specific. PPAR
beta/delta and gamma are highly expressed in the brain, and their activation has been
related to a neuroprotector effect. Our group has employed selective PPAR ligands in
Huntington disease (HD) experimental models that show an increasing in antioxidant
defense. However, a wider description of the mechanisms and the therapeutic
effectiveness of the agonists are necessary. Therefore, the aim of the present dissertation
was to explore the PPARs-induced antioxidant mechanism and to evaluate the therapeutic
effectiveness of PPARSs ligands preventing the oxidative damage in HD models. The two
experimental models employed were a neurochemical using a scheme of quinolinic acid
(QUIN)-induced injury, via the neurotoxicity of the NMDAr (N-methyl-D-Aspartate
receptor); and a genetic, using the R6/1 transgenic mice, that express exon 1 of HTT with
116 repeated of CAG. Mice were administered with the following PPAR agonists:
GW501516, L-165041, GW1929, Pioglitazone, Oleic Acid (OA), and Eicosapentaenoic
Acid (EPA), as a pretreatment before inducing neuronal death by QUIN. After, we
measured circling behavior, oxidative damage, and GABA levels in the striatum. Docking
in silico of PPARB/® y PPARy with agonists were also performed giving AG and the
geometry of the interactions. Both studies, in vivo and in silico provide information about
the neuroprotector effect and the binding stability between receptor with ligands.
GW501516, L-165041, GW1929, Pioglitazone, OA, and EPA were able to reduce circling
behavior and oxidative stress. However, L165041, OA, and EPA were the most effective.
Mice pre-treated recovered QUIN-induced lowered GABA levels. GW1929 presented the
highest AG, and the agonist interacts with four critical residues (Ser289, His323, His449,
and Tyr473). In the second part of the study, the R6/1 transgenic mice of 11, 24, and 35
weeks were administered with L-165041 (PPARB/® specific), the agonist showing the
largest neuroprotector effect observed in the experiments with QUIN. Later, we assess
motor behavior, oxidative stress, and mitochondrial respiration. Our data demonstrated a
positive effect on motor behavior and mitochondrial respiration at an early age (eleven
weeks), and oxidative damage was diminished in the three ages assessed. In conclusion,
the stimulation of PPARs by ligands could be a therapeutic resource to limit the

neurodegenerative process as it occurs in the HD. The mechanism of action of these
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PPARs-agonists might follow the antioxidant and the BDNF-TrkB pathways creating an
environment favorable to prevent the neurodegeneration. Moreover, this work focuses on

the importance of distinguishing specific agonists for PPARs and which parameter is more

adequated to evaluate its effectivity.
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1. Introduccién y Antecedentes

Los receptores (PPAR’s; del inglés Peroxisome Proliferator Activated Receptors), son un
grupo de proteinas nucleares activadas por ligandos que regulan la expresion de genes
diana por unién a elementos de respuesta de proliferacion peroxisomal especificos
(PPRESs) (Berger & Moller, 2002). Cada receptor se une a su PPRE una vez que ha
formado un heterodimero con el Receptor X Retinoide (RXR) (ver figura 1) (Zoete,
Grosdidier, & Michielin, 2007). En general desarrollan un papel importante en el
metabolismo energético; participando en la regulacion de lipidos, glucosa y aminoacidos
(Tyagi, Gupta, & Saini, 2011). De los PPARs se conocen tres isoformas PPARa, PPARB/d

y PPAR Yy, los cuales pueden ser activados por diferentes ligandos enddgenos o

exdgenos.
Fibratos
Glitazonas Acidos
grasos L-165041
°% GW501516

I PPARa
i PPARB/6
o
PPAR RXR '
S

AGGTCA

PPRE

Nucleo

Figura 1. Mecanismo de activacion de PPAR y sus activadores sintéticos y naturales
(Modificado de Staels et al., 1998).
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Brevemente mencionaremos algunos ligandos reportados para los PPARs.

A) Ligandos enddgenos.

Para PPARa: acidos grasos (AGs) como palmitico, estearico, palmitoleico, oleico (AO),
linoleico, araquidénico y eicosapentaenoico (EPA).

Para PPARy: Ac. Araquidénico, EPA, 15 deoxy PGJ12 y para PPARpB/&: EPA y acido
linoleico (Ehrmann & Vavrusova, 2002)

B) Ligandos exdgenos.

Para PPARa: WY-14643, clofibrato, gemfrosil, nafenopin, bezafibrato, fenofibrato. Para
PPARPB/5: WY-14643, GW501516, y L-165041.

Para PPARYy: Ibuprofeno, piroxicam, ciglitazona, pioglitazona, GW1929 (Ehrmann &
Vavrusova, 2002)

Las diferentes isoformas de PPARs se expresan en el organismo en lugares especificos
para cumplir con ciertas funciones (Cuadro 1). Por lo que son motivo de estudio como
blanco terapéutico de diferentes padecimientos, especialmente en enfermedades
cardiovasculares (Tenenbaum & Fisman, 2012). También estan involucrados en la mejora
del dafio tisular (Michalik & Wabhli, 2006), cancer (Berger & Moller, 2002) y desérdenes
neurodegenerativos (Heneka & Landreth, 2007).

Cuadro 1.Funcién y localizacion de las isoformas de PPARs

Isoforma Localizacion Funcién Referencia
Principalmente en higado
PPAR-a Mdasculo, rifidén, corazén y Oxidacion de AGs (Tyagi et al.,
huesos 2011)
Regulacion del gasto
PPAR-B/&  Entodo el organismo de energiay (Berger & Moller,
promueve el 2002)

metabolismo de AGs
y1: En todos los tejidos

y2: En tejido adiposo Regula el almacén de
PPAR-y ys: En macrofagos, intestino  energia (Evans, Barish, &
y tejido adiposo Wang, 2004)

ya: En células endoteliales
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1.1 Funcion de los PPARs en el Sistema Nervioso Central (SNC)

Los padecimientos neurodegenerativos como esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la
enfermedad de Alzheimer (EA), de Parkinson (EP) y de Huntington (EH) comparten en su
patogénesis la participacion del estrés oxidante, debido a la alta produccion de Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs) y de nitrégeno (ERN). El dafio oxidante modifica la
homeostasis de calcio (Ca>) intracelular, produciendo una liberacién alta de estos iones, lo
que conlleva a un papel en la formacién de EROs, a través de canales asociados a
receptores de tipo N-metil-D-aspartato (rNMDA) activados por los aminoécidos
excitadores (Martinez-lazcano et al., 2010). Los PPARs tienen un papel importante en la
patogénesis de algunos desordenes del SNC (Michalik & Wahli, 2006). La activacion de
las tres isoformas de PPARs, esta relacionada con la proteccion observada en modelos
de enfermedades neurodegenerativas como ELA, EA, EP, EH y encefalomielitis
autoinmune. En los modelos antes mencionados se encontr6 que existe una via de
sefializacion que se activa en conjunto con el co-activador PGC-1a y regula la expresion
de genes del metabolismo energético mitocondrial. El co-activador PGC-1a se encuentra
altamente expresado en corazon, rifion, musculo esquelético y cerebro, en este Ultimo
participa principalmente en la sobrevivencia de neuronas GABAérgicas (Cowell, Blake, &
Russell, 2007; Lin, Handschin, & Spiegelman, 2005).

Especificamente la EH es un desorden neurodegenerativo causado por una expansion
anormal del trinucle6tido CAG (>36), que codifica para el aminoacido glutamina, en el
exéon 1 del gen de la huntingtina (HTT) y da lugar a la proteina huntingtina mutada
(HTTm). Un paciente con EH presenta alteraciones psiquiatricas, y una combinacion de
caracteristicas motoras, cognitivas y de conducta (Yu et al., 1993). La proteina HTTm esta
expresada de manera ubicua pero se observa una pérdida neuronal selectiva en el
cerebro, particularmente en el estriado. Se han propuesto distintos mecanismos por los
cuales esta proteina mutada provoca sus efectos toxicos, entre los cuales estan la
desregulacion transcripcional, anormalidades en metabolismo energético mitocondrial,
agregacion proteica y el dafio oxidante (Browne & Beal, 2004). Ademas el circuito motor
de los ganglios basales, especificamente la via indirecta, est4 desregulada debido al dafio
producido en la neuronas espinosas medianas GABAérgicas del estriado que

comprenden el 98% de la poblacién en este nicleo (ver abajo) (Bates et al., 2015).
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1.2 Circuito motor de los ganglios basales en individuo sano e individuo con la
EH

El circuito motor se conforma de los ganglios basales (estriado, globo palido interno-GPi,
globo palido externo-GPe, sustancia nigra compacta-SNc, sustancia nigra pars reticulada-
SNr, nucleo subtalamico- NST), la corteza y el talamo (Purves & Williams, 2001).

El estriado (caudado-putamen) es el principal nlcleo de entrada de los ganglios basales
debido a que modula la informacion sensomotora y cognitiva para el control éptimo del
comportamiento, éste recibe la entrada excitatoria glutamatérgica de la corteza entera y al
procesarse las sefiales, éstas son transmitidas a los ndcleos de salida (GPi y SNr).
Existen dos vias por las cuales son moduladas las proyecciones de salida GABAérgicas:
la via directa que resulta en la desinhibicion del tadlamo y su activacion conduce al
incremento de movimientos voluntarios, y la via indirecta que tiene como objetivo principal
la inhibicibn del NST atenuando los procesos relacionados al movimiento (Miller &
Bezprozvanny, 2010).

En la via directa las eferentes estriatales que preferentemente expresan receptores a
dopamina tipo 1 (D1), proyectan hacia el GPi el cual a su vez proyecta al tAlamo mientras
gue en la via indirecta donde se expresan los receptores a dopamina tipo 2 (D2)
transitoriamente activan las neuronas inhibitorias desde estriado a neuronas inhibidoras
ténicamente activas del GPe. Posteriormente el GPe proyecta al NST que recibe una
fuerte entrada excitatoria de la corteza. A su vez el NST proyecta hacia el GPi donde su
excitacion transitoria resulta en una oposicién la accion desinhibidora de la via directa
(Purves & Williams, 2001).

El desbalance de estas dos vias reguladoras tiene como efecto la disfuncién motora en la
EH. La proyeccion del estriado hacia el GPe (via indirecta) se encuentra disminuida
debido a la degeneracion de las neuronas espinosas medianas GABAérgicas. Este efecto
incrementa la inhibicion tonica del GPe al NST, haciendo al NST excitatorio menos
efectivo en oposicién a la accion de la via directa. A consecuencia la excitacion talamica
de la corteza es incrementada dando lugar a una actividad motora inadecuada (DelLong,
1990) (Figura 2).
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Figura 2. Circuito motor de los ganglios basales. A Individuo sano, comprende las vias
directa e indirecta, las cuales tienen como objetivo principal la desinhibicion del talamo y
la inhibicién del GPe respectivamente. B Individuo con la EH, existe disminucion en las
neuronas GABAérgicas que expresan receptores D2 (receptores dopaminérgicos que
siguen la via indirecta) dando lugar a las desinhibicion del GPe. Los recuadros verdes y
rojos representan las sefales excitadoras e inhibidoras respectivamente de la via indirecta
del circuito motor.

GPi — globo palido interno, GPe- globo palido externo, SN-sustancia nigra, SNr-
Sustancia nigra pars reticulada, NST- nicleo subtalamico , Glu- glutamato, GABA-Acido y-
aminobutirico, DA- dopamina, Ach- acetilcolina, mGIuR1, mGIluR2/3, mGIuR4, mGIuR5 -
Receptores metabotrépicos a glutamato subtipo 1, 2/3, 4, 5.

1.3 Disfuncién y dafio bioenergético mitocondrial en la EH

Las primeras anormalidades mitocondriales en pacientes con EH, fueron identificadas por
Goebel y cols. (1978), después de realizar estudios ultraestructurales de biopsias
corticales de enfermos juveniles y adultos. Asimismo en los pacientes con la EH existe
evidencia de la disfuncion en la bioenérgetica mitocondrial, mostrando en ellos: pérdida de
peso, disminuciéon del metabolismo glucolitico y concentraciones elevadas de lactato en

los ganglios basales y la corteza cerebral, ademas del decremento en N-acetil aspartato
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(Grafton et al., 1992; Jenkins et al., 1998; Kuwert et al., 1993; Turner & Schapira, 2010),
sugiriendo estos efectos como los primeros indicios de la aparicién de la enfermedad. Por
otra parte en los pacientes con EH, existen alteraciones en la actividad de los
componentes de la fosforilacién oxidativa y del ciclo del acido tricarboxilico disminuyendo
la actividad de los complejos II-1V y la aconitasa (Browne & Beal, 2004; Turner & Schapira,

2010) lo que provoca un decremento en la respiracion mitocondrial.

Estudios realizados en pacientes y en modelos experimentales sugieren que la HTTm que
afecta poblaciones celulares del sistema nervioso central y periférico, en particular para
este Ultimo células con alta demanda de energia. De tal manera se ha reportado que
linfocitos provenientes de pacientes con la EH tienen el potencial de membrana
mitocondrial (PMM) reducido, una morfologia alterada (Squitieri et al., 2006), y presentan
un incremento en el proceso de apoptosis (Almeida, Sarmento-Ribeiro, Januario, Rego, &
Oliveira, 2008) y deterioro en la homeostasis de Ca> (Panov et al., 2002). Por lo que toca
a los tejidos musculares se ha reportado una disminucién en la relacién ATP/fosfocreatina
(PCr), la relacion PCr/fosfato inorganico y los niveles de ATP; observandose que la
actividad del complejo | esté alterada (Arenas et al., 1998; Mochel & Haller, 2011). Tanto
en pacientes de EH como en ratones transgénicos NLS-N171-82Q se presentd en el
cerebro y en el misculo (mioblastos) una expresion atenuada de citocromo oxidasa, y una
disminucion de la tasa de respiracion mitocondrial (Chaturvedi & Beal, 2008).

Debido a todo lo que antecede se propuso a la HTTm como la causante de disfuncién
mitocondrial por distintos mecanismos que resultan en la inhibicion de la succinato
deshidrogenasa (SDH) y del complejo Il de la cadena de respiracién, lo cual induce unl
aumento de EROs y decremento en niveles de ATP. Por otra parte, la HTTm deteriora la
capacidad de regulacién de Ca=», mejora la transicién de permeabilidad mitocondrial de
apertura de poro y la liberacion de citocromo C. La HTTm también se une a factores de
transcripciéon como TAF-Il, CBP, SP-1, PPARs y al co-activador PGC-1aq, involucrandose
en la regulacion de la biogénesis y la respiracion mitocondrial (ver figura 3) (Chaturvedi &
Beal, 2013).
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Figura 3. Disfuncién mitocondrial en la EH. (A) La huntingtina mutada (HTTm) actda en la
membrana plasmatica, donde se une a la membrana alterando su funcién o se agrega en
receptores como los tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). (B) En la transcripcion, inhibe y
reduce al co-activador PGC1a de los PPARs. (C) En la mitocondria, se postula que
incrementa la apertura del poro promoviendo la agregacién de la HTTm en el complejo Il
de la cadena de respiracion. (D) Con DRP1 (necesaria para el proceso de fision), la
HTTm causa la fragmentacion y remodelacion de las crestas mitocondriales. (E) En los
microtUbulos, la HTTm reduce el transporte vesicular (Tomado y modificado de (Costa &
Scorrano, 2012)).

1.4 Modelos experimentales para la EH

En cuanto a la busqueda de terapias o blancos farmacolégicos dirigidos a la EH, se
pueden realizar estudio in vitro, empleando rebanadas cerebrales, homogenados de
cerebro, sinaptosomas, mitocondrias o ndcleos cerebrales(Rios & Santamaria, 1991), In
vivo un modelos de la enfermedad puede ser inducido con &cido quinolinico (AQ, agonista
de los rNMDA) o acido 3- nitropropiénico (3-NP) mediante una inyeccion en el estriado de
la rata o ratén, reproduciendo las caracteristicas neuroquimicas de la EH (Coyle &
Schwarcz, 1976; Schwarcz & Koéhler, 1983). Ademas existen modelos transgénicos como
los ratones R6/1, R6/2, N171-82Q, BAC-HD o incluso cultivos celulares de estriado
SThdhQ111/Q111, entre otros.

20



1.4.1 Modelo Neuroquimico

Se ha reportado que la administracion intraestriatal de aminoacidos excitotdxicos tales
como é&cido kainico (KA), acido iboténico (IBO), NMDA y Acido Quinolinico (AQ) inducen
neurodegeneracion estriatal(M. Flint Beal et al., 1986; Coyle & Schwarcz, 1976; Ferrante,
Kowall, Cipolloni, Storey, & Beal, 1993; Schwarcz et al., 1979; Schwarcz & Kohler, 1983).

En particular, el modelo de AQ es el mas utilizado tanto en roedores como en primates
no humanos. El AQ es un metabolito enddgeno del triptéfano por la via de la kinurenina y
actia como agonista del glutamato de forma selectiva para los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Hargreaves & Pardridge, 1988).

El AQ se administra en el estriado, ya que no atraviesa la barrera hematoencefalica, y
produce una despolarizacion celular por influjo de calcio intracelular que como
consecuencia trae consigo la produccion de radicales libres que llevan a la muerte celular
especifica en el estriado de las neuronas GABAérgicas, permaneciendo intactas las
neuronas NADPH-diaforasa positivas y las interneuronas colinérgicas (Roberts, Ahn,
Swartz, Beal, & DiFiglia, 1993). El mecanismo de muerte celular producido por la
inyeccion de AQ reproduce lo que sucede en los cerebros de pacientes con la EH (M F
Beal, Ferrante, Swartz, & Kowall, 1991). Por otro lado, una inyeccion unilateral de
apomorfina (agonista de la dopamina) provoca un comportamiento rotatorio (Vazey, Chen,
Hughes, & Connor, 2006), asi como problemas motores en las patas delanteras
contralaterales al hemisferio dafiado(McBride et al., 2003). Este modelo es muy util para

el estudio de fArmacos neuroprotectores.

1.4.2 Modelo Transgénico R6/1

Especificamente el modelo transgénico R6/1 con 116 repetidos de CAG, contiene el exén
| del gen de la HTTm del ser humano distribuido en su genoma, comprende un inicio y
progresion de la enfermedad presentando los problemas motrices a las 15-20 semanas,
una pérdida de masa muscular alrededor a las 22 semanas y pueden vivir hasta las 48
semanas (Ferrante, 2009). Debido a lo anterior, el raton transgénico R6/1 representa a la
EH de inicio tardio, el cual es util para investigar diversas estrategias terapéuticas de larga
duracion. En cuanto a la neuropatologia, la linea de los ratones R6/1 presenta una

reduccion en el volumen cerebral a las 18 semanas y una atrofia neuronal, pero sin
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pérdida de neuronas. Las inclusiones intraneuronales de la HTT comienzan a los 2 meses
(Zheng & Diamond, 2012).

1.5 Estudios de docking

Para comprender completamente el mecanismo de interaccibn de un receptor con su
ligando, se han desarrollado técnicas computacionales basadas en la estructura quimica
de las moléculas interactuantes. Aunque en su mayoria con modelos rigidos, en un
modelo estructural tridimensional, el mutuo reconocimiento entre las moléculas puede
tener una explicaciébn en términos de interacciones atdmicas. A esta técnica se le ha
llamado docking (en inglés) o reconocimiento molecular. Para el caso de los receptores
PPARs, debido al interés que estos han desarrollado, es de interés conocer los residuos
participantes y que regulan la interaccion con un ligando. Esto ayudaria a entender sus
posibles modificaciones estructurales con efectos biolégicos, asi como el disefio de

nuevas moléculas dirigidas a los PPARs.

El acoplamiento (docking) molecular es un método computacional que busca formas
predecir el modo de unién entre ligandos potenciales (un farmaco) y un blanco
macromolecular  (principalmente  proteinas), cuya estructura es  conocida
experimentalmente. Las metodologias de acoplamiento molecular son de gran
importancia en la planificacion y disefio de nuevos farmacos (Guedes, de Magalhdes, &
Dardenne, 2014).

El acoplamiento molecular consiste en tres objetivos principales relacionados: la posicion
de la prediccion, la proyeccion virtual y la estimaciéon de la afinidad de union (Jain &
Nicholls, 2008). Esto tiene la finalidad es encontrar la unidn mas probable entre el ligando
y el receptor, es decir, la que menos energia requiera (a menor energia, mas fuerte la
union) asi como el sitio idéneo de unién molecular. Una metodologia de acoplamiento
exitosa debe ser capaz de predecir correctamente la posicion del ligando nativo dentro del
sitio de union al receptor (es decir, encontrar la geometria del ligando experimental dentro
de un determinado limite de tolerancia) y las interacciones quimicas fisico-quimicas
asociadas (Kolb & Irwin, 2009).

Los PPARs consisten en proteinas con cuatro dominios estructurales: AF-1, de
fosforilaciéon; DBD — Dominio de interaccion con DNA (PPRESs); LBD - Sitio de unién al

ligando y AF-2 —Actividad dependiente de unién del ligando. El sitio de unién al ligando
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estd formado por una cavidad cerrada por las hélices H2 ', H3, H4, H5, H7, H10 / H11,
H12 y por las laminas beta S3 y S4 (Zoete et al., 2007).

1.6 Participacion de las Isoformas de PPARs en la busqueda de terapias para la
EH

Actualmente no hay cura disponible para la EH, por lo que se contindan realizando
estudios enfocados en la busqueda de blancos terapéuticos. Existe evidencia de que el
incremento de la HTTm dafia la homeostasis metabdlica y causa desregulacion
transcripcional (Tabrizi et al., 1999). Al respecto las isoformas PPARB/d y PPARy son
objeto de estudio como blancos terapéuticos para la proteccién en la EH, ya que sus
agonistas disminuyen la expresion de cicloxigenasa-2 (COX-2; enzima que participa en la
produccion de EROs) e incrementan la expresion de enzimas antioxidantes, como la
superéxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (SOD-Cu/Zn) (Fernandez-Gémez et
al., 2008).

La isoforma PPARa no esta predominante localizada en el cerebro, lo que no se le
involucra con la neuroproteccién pero si esta ampliamente expresada en tejidos con
actividad de oxidacion de AGs, principalmente en el higado (Viswakarma, Jia, & Bai,
2010). Sin embargo estudios recientes muestran la implicacion de ésta en la funcion
normal cognitiva (D’Agostino et al., 2015), en la EA regulando vias benéficas (Vallée &
Lecarpentier, 2016).

Existen estudios que reportan a los agonistas de PPARs como blancos terapéuticos tanto
en modelos experimentales para la EH, como en otros modelos de enfermedades
neurodegenerativas en los que la mayoria estan enfocados en la activacion de la isoforma
PPARYy. Sin embargo existen escasos estudios enfocados al efecto neuroprotector de
agonistas de la isoforma PPARR/®, por lo que es necesario analizar el mecanismo por el
cual ejerce su efecto. En relacion con la EH, existe evidencia in vitro que muestra que la
activacion de PPARy por sus agonistas en células que expresan HTTm, atenda la
neurodegeneracion mediante la prevencion de la despolarizacién mitocondrial. Asimismo
tratamientos con agonistas que activan a la isoforma y, pioglitazona y rosiglitazona,
mostraron efecto en cultivos de neuronas corticales de ratas y en células SH-
SY5Y disminuyendo el estrés oxidante y la sobreexpresion de COX-2 (Zhao, Patzer,

Herdegen, Gohlke, & Culman, 2006), se indujo un aumento en la expresion y actividad de
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SOD, catalasa y complejos de la cadena de respiracién (CO-l y CO-1V) (Hwang et al.,
2011; Miglio et al., 2009).

También esta reportado que en células PC12 el tratamiento con Rosiglitazona aumenta la
expresion de la proteina Bcl-2 (Fuenzalida, Quintanilla, & Ramos, 2007).
Interesantemente tanto en pacientes como en modelos transgénicos para la EH (R6/2 y
N171-82Q), esta reportada una baja expresién de PPARY, asi como una alteracién en la
actividad de transcripcion del co-activador PPAR-y 1-alfa (PGC-1a), por interaccion con la
Httm (M. Chiang, Chen, & Lee, 2010). Estudios en cultivos de células estriatales
(SThdhQ111/Q111) y en modelos transgénicos (R6/2, N171-82Q) enfocados al estudio
del co-activador PGC-1a mostraron que el tratamiento con rosiglitazona recuperé los
niveles de expresion de PPARy y de PGC-1q, al igual que los niveles de la proteina Sirt6
(Jin et al., 2013). Por otro lado, también se ha descrito que el tratamiento con rosiglitazona
en ratones transgénicos, mejord la funcién motora y atenué la hiperglucemia, ademas de
rescatar la deficiencia del factor neurotréfico derivado de cerebro en la corteza cerebral
(M. Chiang et al., 2010). A pesar de estar expresada mayoritariamente en el SNC, la
isoforma PPAR/5, actualmente es la menos estudiada en su efecto neuroprotector. Entre
la escasa evidencia de su participacion en la neuroproteccién se encuentran la reportada
por Madrigal y cols. (2007), donde sugieren que PPARR/3, media el efecto neuroprotector
de la noradrenalina y aumenta los niveles de GSH en un modelo neuronal de la EA
inducido por el péptido 1-42 amiloide beta. Asimismo en un modelo in vivo de la EP, los
agonistas PPARP/S, L-165041 y GW501516 evitaron la reduccion de dopamina (lwashita
& Muramatsu, 2007). Recientemente fue demostrado en un modelo de ratones BAC-HD,
que la Hitm reprime la activacién PPARB/® y que el agonista selectivo GW501516 abati6
la disfuncién mitocondrial ademas de la recuperacion de PGC-1a en neuronas primarias
BAC-HD, mejorando asi la supervivencia neuronal (Dickey et al. 2013). Por otro lado, un
analisis de microarreglos de genes regulados por PPARB/S en tejido post mortem de
pacientes de EH en etapas tempranas demostr6 que el co-activador PGC-1a esta
reducido en pacientes respecto al tejido control (Dickey et al., 2016). Confirmando la
importancia del PPARB/d en su seguimiento como blanco terapéutico, Dickey y cols.
(2016), generaron un ratén transgénico, con una dominante negativa condicionada
denominado PPAR-E411P, estos roedores mostraron un fenotipo neurodegenerativo con
defectos mitocondriales, reduccién en el volumen cerebral y un marcado déficit motor a
los 8 meses de edad. Todos estos hallazgos destacan la importancia de los PPARs en la

neuroproteccién en modelos neurodegenerativos con particular enfoque en la EH. Por lo
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gue es necesario conocer la efectividad de los agonistas mas utilizados, explorar la via
por la cual estan actuando y verificar la participacién mayoritaria de la isoformas PPARy y
PPAR B/5.

Experimentalmente no esta totalmente estudiada la afinidad de PPARs con estos ligandos
enddgenos, aunque se ha reportado por docking y simulaciones de dinamica molecular en
los que se ha comprobado la alta afinidad de PPARs con DHA, mostrando cambios
estructurales en los 4 primeros carbonos de DHA (Gani & Sylte, 2008). Los beneficios que
otorga el DHA en el organismo pueden estar relacionados con la alta afinidad que
muestra con PPARs en la simulacion.

Hasta el momento no se tiene reportes de la afinidad de EPA aunque también han sido
estudiados otros agonistas como el GW409544 derivado de farglitazar (Ma, Wang, Xu,
Wang, & Chou, 2012), Zoete y cols. (2007) realizaron un estudio en el cual conjuntan
agonistas de PPARs para el entendimiento de la estructura a nivel atbmico, de éstos
unidos al dominio de union al ligando (LBD-ligand binding domain), y la explicacién de su
activacion por la interacciones de LBD PPARs con co-activadores 0 co-represores.

La realizaciéon construcciones de PPARs con otros ligandos ayudara a explorar y predecir

las regiones funcionales y residuos de interés.
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2. Justificacion

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad que cursa con una degeneracion
neuronal selectiva, a consecuencia del dafio producido por la interaccién de algunos
marcadores especificos con los agregados de HTTm que dan lugar a alteraciones
psiquiatricas, motoras y bioquimicas como el aumento en el estrés oxidante.

Hasta el momento no hay cura para este padecimiento por lo que son necesarias
alternativas terapéuticas para esta patologia.

Aunque se ha reportado que agonistas de PPAR-y y PPAR- /0 estan participando en el
mecanismo neuroprotector a través de la disminucion del estrés oxidante por aumentar la
expresion de marcadores antioxidantes, se desconoce la efectividad particular de éstos, y

las vias de sefializacién involucradas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad terapéutica de agonistas PPARs con particular enfoque a la
isoforma PPARB/® y y en el mecanismo molecular involucrado en la proteccion

neuronal en modelos de la EH.

3.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto protector por conducta y sintesis de GABA de los agonistas
PPARs (pioglitazona, GW1929, L-165041, GW501516, AO y EPA) en un modelo
de EH inducido con AQ.

Evaluar el efecto antioxidante mediado los agonistas PPARs (pioglitazona,
GW1929, L-165041, GW501516, AO y EPA) en un modelo de EH inducido con

AQ.

Realizar el reconocimiento molecular y simulacion por dindmica molecular de la

interaccion de PPARY con los diferentes agonistas

Evaluar el efecto antioxidante estriatal y la conducta motora en ratones
transgénicos R6/1 tratados con el agonista de PPARs que presente mayor efecto

en el objetivo II.

Medir la capacidad de respiracion de mitocondrias de ratones transgénicos R6/1

tratados con un agonista de PPARs.

27



4. Estrategia experimental
Para cumplir con los objetivos planteados en el proyecto, se realizaron cuatro distintos

protocolos. Cada uno incluye su disefio experimental correspondiente y se especifica los

objetivos se alcanzaron en su aplicacion.

Protocolo 1 Protocolo 2
Objetivo | Est Objetivo I Est
Sl 62
Tratamiento+Veh 3d 1d Tratamiento+Veh 2h
A A
A CR A
\VQ & Sac =—> GABA est \VQ Sac =—> EROs, PL
Veh 3d 1d Veh 2h
A N
SS CR Sac = GABA est SS Sac = EROs, PL
W V4 V
Veh 3d 1d Veh 2h
A A
Sac =—> GABA est Sac => EROs, PL

Tratamientos:

1.

Pioglitazona (20mg/kg) 2h i.p. (Medhi, Aggarwal, & Chakrabarti, 2010)
Veh — DMSO

GW1929 (20mg/kg) 1h i.p. (Kaundal & Sharma, 2011)

Veh- PEG 200

Acido Oleico (60mg/kg) 3d oral (modificacion de (Suzuki et al., 2010))
Veh- CMC 0.5%

Acido Eicosapentaenoico-EPA(60mg/kg) 3d oral (modificacion de (Suzuky et al.,2010))
Veh- CMC 0.5%

GW501516 (10mg/kg) 30 min i.p. (Iwashita et al.,2007)

Veh- PEG 200

L-165041 (10mg/kg) 30 min i.p. (Iwashita et al.,2007)

Veh- PEG 200

Est- Estriado

AQ- Acido Quinolinico
SS-Solucién Salina

Veh- Vehiculos

DMSO- Dimetil Sulféxido

CR- Conducta Rotatoria

Sac- Sacrificio
EROs- Especies Reactivas de Oxigeno
PL- Peroxidacion de Lipidos

PEG- Polietilenglicol

CMC- Carboximetilcelulosa
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Estrategi

Protocolo 3

Obijetivo Il

a Experimental

Dock
\”

PPARy +LC

—> Interacciones P-L

Dock

PPARy + L

—> Interacciones P-L

Dock

PPARB/S + L

—> Interacciones P-L

Dock

PPAR B/& +LC

— Interacciones P-L

Tratamiento:

1. L-165041 (120ug o 10mg/kg) 6d icv. o i.p. (Iwashita et al.,2007)

Veh- PEG 200

Est- Estriado
Wt- Wild type

Tg- Transgénico R6/1

Veh- Vehiculo

Sac- Sacrificio

RM- Respiraci

EROs- Especies Reactivas de Oxigeno

PL- Peroxidac

6n Mitocondrial

ion de Lipidos

Dock- Docking

L-Ligando

LC- Ligando conocido
P-L Lipido- Proteina

Protocolo 4
Wit Est
Tratamiento+Veh

A

Wit Sac
Veh

A

Tg Sac

Tratamiento+Veh

Tg

Veh

Obijetivo IV, V

Conducta, RM, EROS,PL

Conducta, RM, EROS,PL

Conducta, RM, EROS,PL

Conducta, RM, EROS,PL
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5. Material y Métodos

5.1 Protocolo 1

5.1.1 Pretratamientos

Se administraron los siguientes tratamientos antes de la induccién al modelo de
excitotoxicidad con AQ. 1)Pioglitazona, i.p. 2h antes de la lesion (20mg/kg-DMSO como
vehiculo); 2) GW1929, i.p. 1h antes de la lesion (20mg/kg- PEG 200 como vehiculo);
3)GW501516, i.p. 30 min antes de la lesion (10mg/kg-PEG 200 como vehiculo); 4)L-
165041, i.p. 30 min antes de la lesion (10mg/kg- PEG 200 como vehiculo); 5) AO y 6)EPA,

estos dos ultimos por via oral (60mg/kg por 3 dias- CMC como vehiculo).

5.1.2 Modelo de excitotoxicidad inducido por la lesion estereotaxica con AQ.

Se utilizaron ratones C57Black macho de 25-30 g de peso, mantenidos con agua Yy
alimento ad libitum bajo condiciones de temperatura, humedad y ciclos luz-oscuridad
controlados. Bajo anestesia profunda con pentobarbital sédico a una dosis de 50 mg/kg
i.p., los ratones fueron colocados en un aparato estereotaxico para inyectar 1 uL de AQ
(30 nmoles/uL) en el cuerpo estriado del hemisferio derecho, usando las siguientes
coordenadas: 0.6 mm anterior, -2.2 mm lateral a bregma y -2.7 mm ventral a la duramadre
(Franklin & Paxinos, 2001).

5.1.3 Evaluaciéon conductual

La conducta rotatoria se evalué tres dias después de la lesion estriatal, esta prueba se
aplicé a todos los grupos. Los ratones fueron administrados por via subcutanea con
apomorfina (1mg/kg) disuelta en una solucion antioxidante de acido ascérbico, preparada
el mismo dia. Los animales se colocaron en cajas de acrilico independientes, limpias,
deodorizadas con metanol y una cama delgada de aserrin. Cinco minutos después de la
administracion de apomorfina (s.c) se cuantifico el numero de giros ipsilaterales (lado

derecho) que realiz6é cada ratén durante una hora.
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5.1.4 Medicion de los niveles de GABA.

Tres dias después de la lesion con AQ en el ratdn, se les administré un inhibidor de la
glutamato descarboxilasa (GAD), el acido 3-mercaptopropionico (1.2 mmol/kg i.v.) para
inhibir el incremento GABA post mortem. Dos minutos después, los animales fueron
sacrificados por decapitacion y se realiz6 la diseccién del cuerpo estriado derecho (lado
lesionado). Los tejidos estriatales fueron homogenizados con 15 volimenes metanol-agua
(85% v/v). Las muestras fueron centrifugadas (3000 g durante 10 minutos) y se tomo el
sobrenadante, posteriormente se almacenaron a —70°C hasta su analisis por HPLC. Los
niveles de GABA se cuantificaron utilizando un método por HPLC con deteccién por
fluorescencia, el cual fue validado previamente (Pérez-Neri et al., 2007). Para la reaccién
de derivatizacién a la precolumna, se adicionaron 100 pL de reactivo de OPA a 100 uL de
los sobrenadantes del tejido estriatal. Después de agitacion continua durante 1 minuto, se
inyectaron 20 pL de la mezcla al cromatdgrafo de liquidos. Para llevar a cabo la
separacion, se utilizé una columna OPA-HS (RP 12.5 x 4.5 mm, tp 3 um Alltech) con una
fase mévil consistente de una solucion 50 mM de acetato de sodio (pH 5.9), conteniendo
1.5% v/v de tetrahidrofurano, y metanol grado HPLC en un gradiente lineal que va desde
un 10% hasta un 65% de metanol. La cuantificacion se realiz6 por medio de un detector

de fluorescencia.

5.2 Protocolo 2

Para cumplir con el objetivo 1

Los pretratamientos administrados antes de la induccién al modelo de excitotoxicidad con

AQ fueron los mismos que se mencionan en el protocolo 1.

5.2.1 Modelo de excitotoxicidad inducido por la lesidn estereotéxica con AQ

Se realiz6 como se describe en el protocolo 1.
Las evaluaciones indicativas del estrés oxidante se realizaron 2h después de la lesion con
AQ o SSI, sacrificando a los animales de los diferentes grupos y obteniendo el estriado

del lado lesionado.
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5.2.2 Cuantificacién de la peroxidacion de lipidos.

A un mL de homogenado de estriado se agregd una mezcla de cloroformo-metanol (2:1,
v:v). Posteriormente, la mezcla fue refrigerada por 30 minutos para permitir la separacion
de las fases, siempre protegida de la luz. La fase acuosa (fase superior) se aspiré con una
bomba de vacio. Finalmente se transfirieron 2 mL de la fase organica (cloroférmica) a una
celda de cuarzo y se agregaron 200 uL de metanol. La muestra se analizé usando un
espectrofotdmetro de fluorescencia a longitudes de onda de 370 nm de excitacion y 430
nm de emisién. Los resultados fueron reportados como unidades relativas de

fluorescencia por mg de proteina (Pérez-Severiano, Rios, & Segovia, 2000).

5.2.3 Cuantificacion de la EROs.

Cuantificacion de la formacion de especies reactivas de oxigeno. La formacion de
especies reactivas de oxigeno fue evaluada utilizando diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), el cual es oxidado por accién de las EROs para
formar 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), la cual es capaz de generar fluorescencia (Ali,
LeBel, & Bondy, 1992).

Cinco pL del homogenado utilizado en la PL fueron mezclados con 45 pL de solucién
amortiguadora TRIS-HEPES (18:1) (TRIS pH 7.4: solucion HEPES conteniendo NaCl 120
mM, KCI 2.5 mM, NaH.PO.1.2 mM, MgCl, 0.1 mM, NaHCO, 5 mM, glucosa 6.0 mM, CacCl,
1.0 mM, HEPES 10.0 mM). A partir de esta mezcla se tomaron 5 L los cuales se
incubaron con 145 uL de solucién amortiguadora TRIS-HEPES (18:1) y 50 pL de DCF-DA
50 uM a 37°C durante 1 hora con agitacion constante en una placa de 96 pozos.
Posteriormente se realizo la determinacion de la fluorescencia de cada muestra en un
multi-lector de placa FLx800 (Biotek instruments, Inc.), a una longitud de onda de 488 nm
de excitacion y 525 nm de emision. Los valores obtenidos fueron calculados a partir de la
interpolacion en una curva de calibracion de diclorofluoresceina DCF 100 nM. Los valores
de proteinas de cada muestra se utilizaron para expresar los resultados como nmoles de
DCF /mg proteina/min.
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5.3 Protocolo 3

Para cumplir con el objetivo Il se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular.

5.3.1 Estudios de Acoplamiento molecular (Docking)

Se obtuvo del sitio web el archivo PDB (Banco de datos de proteinas) PPAR-y (2vv0) y
PPAR-B/d (IY0S), el cual se envié al predictor de estructura secundaria I-TASSER para su
posterior andlisis de acoplamiento. Paralelamente se realizé una validacién del método
haciendo un re-docking, utilizando los programas Autodock tools y Autodock vina, de
PPAR-y con DHA vy rosiglitazona como ligandos y enseguida de PPAR-y con EPA, acido
oleico, Pioglitazona, GW1929. Por su parte, la validacion para PPARB/® se realizd con
GW501516 y posteriormente se analizé el acoplamiento con L-165041.

En Autodock tools se afiadieron atomos de hidrégeno a las proteinas. A los ligandos se
les asignaron cargas atdmicas parciales. Se realiz6 el acoplamiento de ligandos
flexibles sobre los receptores rigidos con potenciales de la red. Posteriormente se
generaron los archivos .pdbqgt tanto del receptor como del ligando para cargarlos en
Autodock vina, ademas de un conf.txt con las especificaciones del docking dirigido, la caja
se centré para cubrir los residuos del sitio de unién. La dimensién de la caja del sistema
fue de 14 x 14 x 16 nm (Trott & Olson, 2009). Las interacciones del ligando con su
receptor fueron analizadas en el software MOE.

5.4 Protocolo 4

Para cumplir con los objetivos IVy V

Se utiliz6 una linea de ratones transgénicos R6/1, los cuales poseen el exén 1 del HTT
humano con la mutacién y tiene alrededor de 116 repetidos de CAG.
Los ratones transgénicos fueron identificados por genotipificacion por aislamiento de DNA

y amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) del exénl.
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Para cumplir con los objetivos IV y V se emple6 L-165041 120ug icv y 10mg/kg, un
agonista especifico para PPARB/d que resulté como uno de los farmacos que arrojé datos
positivos (mayor neuroproteccién) en los objetivos | y Il. Se evaluaron tres edades, 11, 24

y 35 semanas, y se formaron 12 grupos experimentales como se observa en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Los grupos experimentales formados para el modelo transgénico R6/1.

Edad Veh
(semanas) (PEG200) L-165041 + Veh.

11 Grupo | Grupo I

Transgénico 24 Grupo Il Grupo VI
35 Grupo V Grupo VI
11 Grupo VII Grupo VI

Silvestre 24 Grupo IX Grupo X
35 Grupo XI Grupo Xl

5.4.1 Administracién del tratamiento

Ratones transgénicos R6/1 de 11 y 24 semanas de edad, se sometieron a una cirugia
estereotaxica para la implementaciéon de una canula dirigida al ventriculo del hemisferio
izquierdo utilizando como coordenadas 0.0 mm anterior y -1.2 lateral mm con respecto a
la bregma. Cinco dias después de la cirugia se llevé a cabo la administracién del farmaco
L-165041 (120 ug) por 6 dias inyectando en flujo de 0.3 ul/min -2.5 mm ventral respecto a
la duramadre.

Ratones de 35 semanas fueron administrados via ip. A una dosis de 10 mg/kg del

farmaco durante 6 dias.

5.4.2 Evaluacion conductual en el modelo transgénico parala EH (linea R6/1)

La evaluacién conductual que se realizé en la linea R6/1, fue efectuada después de la
administracién del tratamiento con el agonista especifico para PPARB/d L-165041(10
mg/kg o 120 ug). Y posterior a las evaluaciones conductuales de cada grupo, se realizo la

medicion de dafio oxidante (formacién de EROs y PL) en el tejido estriatal, respiracion
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mitocondrial. En todos los grupos experimentales con los animales transgénicos y
silvestres se implementaron pruebas conductuales que indican el progreso de la
enfermedad en el fenotipo motor. Para ello se utilizaron las siguientes pruebas
conductuales: 1) la cuantificacién de movimientos horizontales y verticales; 2) la prueba

de rotarod; y 3) observacion del “feet clasping”.

5.4.2.1 Cuantificacién de movimientos horizontales y verticales

La cuantificacién de movimientos horizontales proporciona informacion acerca del estado
la actividad exploratoria y actividad general espontanea; los movimientos verticales
podrian reflejar un estado de ansiedad y sedacion. Se llevo a cabo utilizando el equipo
Opto-Varimex (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA), en el cual se evalla la
actividad locomotora del animal, colocandolo en una caja (42.2 x 42.5 x 20.5 cm) que esta
equipada con una serie de sensores para el analisis de distintas pruebas, entre las que se
encuentran los movimientos horizontales (conteo total combinado de los ejes X\y) y
verticales (conteo total del sensor del eje z). La evaluacion inicia al momento de colocar al

animal dentro de la caja en una sesion 10 minutos se cuantifican los movimientos.

5.4.2.2 Prueba de rotarod

La prueba de rotarod proporciona informacion acerca de la coordinacion motora y el
equilibrio del animal. Los animales son entrenados tres dias consecutivos a tres diferentes
velocidades (10, 20 y 30 rpm). Al cuarto dia se lleva a cabo la prueba final que consiste en
dos intentos bajo condiciones de aceleracion del rotarod (4-40rpm) en un periodo de 300

segundos (Arregui, Benitez, Razgado, Vergara, & Segovia, 2011).

5.4.2.3 Feet clasping

Esta reportado que alrededor de la 20 semanas de edad, los ratones transgénicos de la
linea R6/1, presentan un fenotipo denominado feet clasping, en el cual se observa que al
ser suspendido de la cola, el animal transgénico contrae sus patas delanteras tomando
sus patas traseras, esto durante unos 5-10 segundos. Por lo que a las edades evaluadas

se revisa si los animales presentan este fenotipo.
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Después del tratamiento administrado con el agonista especifico para PPARB/S L-165041
(10 mg/kg) en los diferentes grupos, se estimé en el estriado la formacién de EROs y PL.

Se aplicé el mismo procedimiento que en el Protocolo 2.

5.4.3 Respiracidon mitocondrial

Se colectaron las regiones estriatales de ratones transgénicos R6/1 y Wild Type o
silvestres, se homogeneizaron en medio | (Manitol 220 mM, Sacarosa 70 mM, MOPs 2
mM, EGTA 1 mM). Del homogenado se aislaron mitocondrias por centrifugacion
diferencial como se describe enseguida. EI homogenado se centrifugé en una centrifuga
Beckman J-21C en tubos de polipropileno a 2500 rpm por 10min a 4°C, posteriormente
en se transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio. El sobrenadante se centrifugd a
7,500rpm por 10 min a 4°C, el sobrenadante resultante se desechd y el pellet se
resuspendié en medio | y se agregaron 2 mL de medio Il (Manitol 220mM, Sacarosa 70
mM, MOPs 2mM) con 1.25mg de albumina. Esta mezcla se centrifug6 a 7,500 rpm por 10
min a 4°C y se desecho el sobrenadante. El sedimento se resuspendié en medio | y se
centrifugd a 9000 rpm por 10 min a 4°C. Los extractos mitocondriales se resuspendieron
en 250uL de medio Il (Muriel et alL., 2005). Se midi6 el consumo de oxigeno de
mitocondrias aisladas usando un electrodo tipo Clark en microcelda (782 1-Chanel
Oxygen System, Strathkelvin Instruments) a temperatura controlada de 24°C. El estado 4
(basal) de respiracion se evalud en presencia de succinato como sustrato (analizando los
complejos | y Il de la cadena de respiracion) y el estado 3 (estimulado) estimulado con la

adicion de ADP. El control respiratorio se calcul6 mediante el cociente estado3)/estado4.
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6. Resultados

6.1 Resultados del Objetivo |

El ndmero de giros como parametro de dafio neuronal, fue evaluado en el modelo de la
enfermedad de Huntington inducido por AQ 2h después del tratamiento con Pioglitazona
20 mg/kg (Figura 4A), 1h con GW1929 20 mg/kg (Figura 4B), tres dias con &cido oleico
(AQ) y eicosapentaenoico (EPA) 60 mg/kg (Figura 4C,D), 30 minutos con GW501615 10
mg/kg y L-165041 10 mg/kg (Figura 4E,F), observandose que todos los agonistas de
PPARs reducen significativamente el nimero de giros inducidos por el AQ; sin embargo,
el agonista especifico para PPAR-y, GW1929, y los agonistas especificos para PPAR-3/0,

GW501516 y L-165041, mostraron un mejor efecto protector con respecto a los demas

grupos.
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Figura 4. Evaluacién de la conducta rotatoria después de la administracion de
tratamientos y la lesion con AQ. A) Pioglitazona *p<0.05 diferentes del grupo SSI.**p<0.05
diferentes del grupo AQ. B) GW1929 *p«0.05 diferentes al grupo SSI. **p<0.05 diferentes
del grupo AQ. C) EPA *p«0.05 diferentes del grupo SSI. **p<«0.05 diferentes del grupo AQ.
D) Acido oleico "p<0.05 diferentes al grupo SSI. **p<0.05 diferentes del grupo AQ. E)
GW501516 "p<«0.05 diferentes del grupo SSI.**p<0.05 diferentes del grupo AQ. F) L-
165041*p<0.05 diferentes al grupo SSI.**p«0.05 diferentes del grupo AQ. Los valores
representan el promedio * el error estdndar de 6 a 8 animales por grupo. ANOVA seguido
por Tukey.
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Una vez que se cuantificaron los giros de los grupos de tratamiento y sus controles, se
llevé a cabo la medicion de los niveles de GABA en el estriado, los cuales se muestran en
la figura 5, donde se observa que los grupos tratados con Pioglitazona, EPA, AO,
GW501516 y L-165041presentan una recuperacion de los niveles, sin embargo el grupo
tratado con GW1929 tiende a recuperar estos niveles, pero no se observa significancia
estadistica respecto al grupo dafiado con AQ. Por lo anterior la respuesta mas efectiva en
este parametro fue de los tratamientos con agonistas especificos para la isoforma 3/0 de
PPAR vy los tratamientos con acidos grasos que pueden activar tanto a la isoforma /0

comoalay.
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Figura 5. Medicién de los niveles de GABA. A) Pioglitazona *p<0.05 diferentes del grupo
SSI **p<«0.05 diferentes del grupo AQ. B) GW1929 *p<«0.05diferentes al grupo AQ. C) EPA
*p«0.05 diferentes del grupo SSI. **p<0.05 diferentes del grupo AQ. D) AO *p«0.05
diferentes del grupo SSI. **p<0.05 diferentes del grupo AQ. E) GW501516 *p<0.05
diferentes del grupo SSI. **p<«0.05 diferentes del grupo AQ. F) L-165041 *p<0.05 diferentes
al grupo SSI.**p<0.05 diferentes del grupo AQ. Los valores representan el promedio el
error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por Tukey.
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6.2 Resultados del Objetivo Il

En la determinacion del dafio oxidante, propuesta en el protocolo 2, posterior a la
administracion con los mismos agonistas, se evalué la peroxidacion de lipidos (PL) y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) en el modelo de la enfermedad de

Huntington inducido por AQ (la induccién del modelo se describié en el protocolo 1).
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Figura 6. Evaluacién de peroxidacion de lipidos en estriado de ratones pretratados y
lesionados con AQ. A) Pioglitazona *p<0.05 diferentes del grupo SSI. B) GW1929 *p<«0.05
diferentes al grupo SSI. C) EPA*p<«0.05diferentes del grupo SSI.**p<0.05 diferentes del
grupo AQ. D) Acido oleico *p<0.05 diferentes al grupo SSI.**p<0.05 diferentes del grupo
AQ. E) GW501516 *p<«0.05 diferentes al grupo SSI.F) L- 165041 *p<«0.05 diferentes al
grupo VEH+AQ. **p<0.05 diferentes del grupo AQ. Los valores representan el promedio +
el error estandar de seis animales por grupo. ANOVA seguido por Tukey.

Para medir el efecto antioxidante por la activacion de los agonistas PPARs, se evaluo el
dano oxidante por medio de la cuantificacion de lipidos peroxidados y EROs formadas. En
la cuantificacion de lipidos peroxidados, se observa que los grupos dafiados con AQ
aumentan significativamente con respecto al grupo administrado con vehiculo e inyectado
con SS. Por otra parte, los grupos administrados con los agonistas y lesionados con AQ
(Pioglitazona, GW1929, EPA, AO, GW501516, L-165041) reducen la PL con respecto a

los grupo dafiados con AQ y administrados con vehiculo (Figura 6A-F).
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Por otra parte, la administracién de ambos agonistas, enddgenos y exdgenos, redujeron la
formacién de especies reactivas de oxigeno (Figura 7A-E), especialmente el agonista
especifico para PPAR/, L-165041, y los agonistas enddgenos, los cuales disminuyeron

notablemente las EROs formadas, combatiendo el dafio producido por acciéon del AQ.
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Figura 7.Cuantificaciéon de EROs en estriado de ratones pretratados y lesionados con AQ.
A) Pioglitazona *p<«0.05 diferentes del grupo SSI. **p<0.05 diferentes al grupo AQ. B)
GW1929*p«0.05 diferentes al grupo SSI. **p<0.05 diferentes al grupo AQ.C)
EPA*p«0.05diferentes del grupo SSI. **p<0.05 diferentes al grupo AQ.D) Acido oleico
*p<«0.05diferentes al grupo SSI.**p«0.05 diferentes al grupo AQ.E) L- 165041
*p<0.05diferentes al grupo SSI.**p<0.05 diferentes al grupo AQ. Los valores representan el
promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por Tukey.
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6.3 Resultados del objetivo Il

6.3.1 Acoplamiento molecular (Docking)

6.3.1.1 Validacion del método para laisoforma gamma con agonistas endégenos

PPARy+DHA

Con la validacion del método se reprodujo el docking ya realizado con DHA como ligando,
del cual se obtuvieron energia de afinidad AG (kcal/mol) y el RMSD (root-mean-square
deviation) de los diferentes modelos descritos en el cuadro 3, los cuales muestran la
energia de unién del ligando eligiendo la primera como la de menor energia requerida
para la union, por lo tanto la de mayor afinidad. De este acoplamiento resultaron 9

conférmeros para los receptores.

Cuadro 3. Propiedades de los modelos de interaccion de PPAR-y + DHA.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
I.b. u.b.
1 -7.1 0.000 0.000
2 -7.0 0.908 2.474
3 -7.0 1.324 2.036
4 -6.9 1.081 2.268
5 -6.9 3.382 8.068
6 -6.7 2.223 4.493
7 -6.7 3.288 8.508
8 -6.6 4.924 7.405
9 -6.5 5.233 7.636

RMSD L.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound

Interesantemente en la Figura 8 se observan las interacciones del ligando con la proteina,
formandose puentes de hidrégeno entre cuatro aminoacidos (Ser 289, His 323, Tyr 473,
His 449) con el grupo carboxilo del DHA. EIl objetivo de redocking es verificar que los
parametros de acoplamiento especificados en el archivo de entrada, para el método de
acoplamiento, son razonables y capaces de recuperar la estructura y las interacciones de

un complejo conocido.
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Figura 8. Validacién del método, PPARy con DHA después del docking. A Mapa de
contacto 2D obtenido del ligando con las interacciones formadas con Ser2 89, His 323,
Tyr 473 e His 449. B Estructura tridimensional de PPARy con DHA en el sitio de unién al
ligando con distancias menores a 4A.
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Esta informacién nos indica que el método es viable para hacer el acoplamiento de otros
ligandos parecidos al DHA debido a que estas interacciones ya habian sido reportadas

reproduciendo otras metodologias como ICM-Dock.

6.3.1.2 Docking de PPAR-y con AO y EPA

Una vez validado el método, se corrié el acoplamiento del mismo receptor pero con AO y
EPA como ligandos. Los AG obtenidos fueron de -5.8 y -7.1 kcal/mol para AO y EPA

respectivamente (Cuadro 4y 5). De ambos acoplamientos se obtuvieron 9 conférmeros.

Cuadro 4. Propiedades de los modelos de interaccion PPAR-y + EPA.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
l.b. u.b.
1 -7.1 0.000 0.000
2 -6.9 1.188 2.192
3 -6.8 2.578 3.704
4 -6.4 3.970 5.522
5 -6.4 4.010 5.997
6 -6.4 3.745 4.617
7 -6.3 5.163 8.471
8 -6.0 3.639 5.630
9 -5.9 5.136 7.041

RMSD I.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound
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Figura 9. Interacciones entre el PPARy con EPA después del docking. A Estructura
tridimensional de PPARy con EPA en el sitio de union al ligando, distancias menores a
4A. B Mapa de contacto obtenido del ligando con las interacciones formadas con Ser
289, His 323, Tyr 473 e His 449.
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Cuadro 5. Propiedades de los modelos de interaccion PPAR-y + AO.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
l.b. u.b.
1 -5.8 0.000 0.000
2 -5.7 1.983 2.882
3 -5.6 1.348 2.077
4 -5.5 1.449 2.214
5 5.4 2.977 5.415
6 -5.3 2.332 4.585
7 -5.3 3.741 7.724
8 5.2 1.888 3.422
9 5.1 1.606 2.362

RMSD l.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound

Del docking con EPA y AO resultaron distintas interacciones. Para el caso de EPA la
Ser289, His323, Tyrd73, e His449 del receptor (Figura 9), formaron puentes de hidrégeno
con el grupo carboxilato. Por otra parte, el AO formd solo tres puentes de hidrégeno con
Ser289,Tyrd73, e His449 del receptor (Figura 10).
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Figura 10. Interacciones entre el PPARy con AO después del docking. A Mapa de
contacto 2D obtenido del ligando con las interacciones formadas con Ser 289,Tyr 473, e
His 449. B Estructura tridimensional de PPARy con AO en el sitio de unién al ligando con
distancias menores a 4A.
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6.3.1.3 Validacion del método para laisoforma gamma con agonistas exdégenos

Para la interaccién de la proteina con los agonistas exdgenos (Pioglitazona, GW1929), la
validacién se llevo a cabo con Rosiglitazona. Un agonista especifico para PPAR-y. Se

tomaron los mismos parametros que en el caso anterior.

Leu
469

Figura 11. Interacciones entre el PPARy con Rosiglitazona después del docking. A
Estructura tridimensional de PPARy con Roziglitazona en el sitio de union al ligando
con distancias menores a 4A.B Mapa de contacto 2D obtenido del ligando con las
interacciones formadas con Ser 289, His 323, His 449 y Tyr 473.

¥
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6.3.1.4 Docking PPAR-y con Pioglitazona y GW1929

En la Figura 11 y 12 se encuentran las interacciones de PPAR-y con las glitazonas.
Rosiglitazona interactia con Ser 289, His 323, His 449 y Tyr 473, formando puentes de
hidrogeno con el OH y nitrégeno de la tiazolidinediona. Por su parte la Pioglitazona sélo

formé un puente de hidrégeno con His 323.

Cuadro 6. Propiedades de los modelos de interaccion PPAR-y + Rosiglitazona.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
I.b. u.b.
1 -8.3 0.000 0.000
2 -8.0 1.872 2.391
3 -7.9 2.857 8.061
4 -1.7 2.511 3.602
5 -7.6 2.185 2.879
6 -7.5 3.029 8.358
7 -7.4 2.474 3.496
8 -7.4 2.803 8.234
9 -7.2 2.592 3.540

RMSD l.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound
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Figura 12. Interacciones entre el PPARy con Pioglitazona después del docking. A
Estructura tridimensional de PPARy con Pioglitazona en el sitio de unién al ligando
con distancias menores a 4A. B Mapa de contacto 2D obtenido del ligando con la
interacciones formada con His 323.
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De estos acoplamientos se obtuvieron nueve conférmeros, para Rosiglitazona el mejor
AG de afinidad fue de -8.3 kcal/mol y para Pioglitazona de -8.1 kcal/mol como se describe

en los cuadros 7 y 8 presentando mayor afinidad la Rosiglitazona.

Cuadro 7. Propiedades de los modelos de interaccion de PPAR-y + Pioglitazona.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
I.b. u.b.
1 -8.1 0.000 0.000
2 7.8 3.226 8.204
3 -7.5 2.173 3.000
4 -7.4 3.154 8.741
5 -7.2 3.048 8.803
6 -7.2 3.474 8.771
7 71 2.147 2.688
8 -7.0 3.599 8.982
9 -7.0 4.370 7.662

RMSD L.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound

En la Figura 13 se muestra la interaccion de PPAR-y con GW1929 formando dos puentes
de hidrégeno con los aminoacidos Tyr 327 y Ser 289, por otra parte se form6 una
interaccion cation-1r con la His449. El AG del mejor conférmero fue de -9.4 kcal/mol de los

7 conférmeros obtenidos (cuadro 8).
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Figura 13. Interacciones entre el PPARy con GW1929 después del docking. A
Estructura tridimensional de PPARy con GW1929 en el sitio de unién al ligando con
distancias menores a 4A. B Mapa de contacto 2D obtenido del ligando con la
interacciones formada con His 449, Tyr 327 y Ser 289.
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Cuadro 8. Propiedades de los modelos de interaccion PPAR-y + GW1929.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD

l.b. u.b.

1 -9.4 0.000 0.000

2 -8.9 1.928 4.176

3 -8.8 1.019 1.538

4 -7.3 1.927 8.732

5 -7.1 2.048 4.139

6 -6.8 2.033 9.115

7 -6.4 2.217 8.647

RMSD L.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound

6.3.1.5 Validaciéon del método para PPARB/5

La validacién para la isoforma /5 se llevé a cabo con el ligando endégeno GW501516 del
cual se observan en la Figura 14. El programa Autodock Vina arrojé nueve conférmeros

pero el de mejor afinidad tuvo un AG de -7.9 Kcal/mol (Cuadro 9).

Cuadro 9. Propiedades de los modelos de interaccion PPARB/® + GW501516.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
I.b. u.b.
1 -7.9 0.000 0.000
2 -7.8 6.294 10.060
3 -7.5 5.797 9.376
4 -7.5 5.590 9.025
5 -7.4 4.100 5.397
6 -7.1 6.458 10.116
7 -7.1 3.951 5.284
8 -6.9 5.136 8.160
9 -6.8 5.894 9.553

RMSD L.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound
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Figura 14. Interacciones entre el PPARB/® con GW501516 después del docking. A
Estructura tridimensional de PPARy con GW501516 en el sitio de unién al ligando con
distancias menores a 4A. B Mapa de contacto 2D obtenido del ligando con la
interacciones formada con His 449 y Thr 289.
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Las interacciones producidas por la interaccion de PPARB/® con su ligando especifico
GW501516 se encuentran en 2 aminoacidos (His 449 y Thr 289) formando 2 puentes de
hidrégeno con la parte polar del ligando. En cuanto al acoplamiento con L-165041 se
observan interacciones con 2 aminoacidos (Thr 289 e His 449)(Figura 15) y de éste se

tuvieron 9 conférmeros de los que el de mejor afinidad obtuvo un AG de -7.0Kcal/mol.

Cuadro 10. Propiedades de los modelos para la interaccion PPARB/d + L-165041.

Modelo Afinidad Distancia de Distancia
RMSD de RMSD
I.b. u.b.
1 -7.0 0.000 0.000
2 -6.7 2.643 4.486
3 -6.7 2.682 9.422
4 -6.5 2.024 8.839
5 -6.5 2.542 4,532
6 -6.5 2.329 4529
7 -6.5 1.780 3.957
8 -6.5 2.509 9.053
9 -6.5 2.266 9.273

RMSD L.b.- low bound
RMSD u.b. upper bound
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Figura 15. Interacciones entre el PPARB/® con L-165041 después del docking. A
Estructura tridimensional de PPARy con GW501516 en el sitio de unién al ligando con

distancias menores a 4A. B Mapa de contacto 2D obtenido del ligando con la
interacciones formada con His 449 y Thr 289.
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En el cuadro 11 se hizo la recopilacion de los datos importantes obtenidos en el estudio
de acoplamiento molecular, observando que el GW1929, agonista especifico para la
isoforma gamma obtuvo el mejor AG de afinidad, es decir, el de menor energia. Aunado a
ello se distingue que las interacciones con los aminoacidos del receptor PPAR tanto de la
isoforma y como la B/d coinciden en el aminoacido His449 y la Ser289 o Thr289, los

cuales participan en la mayoria de los acoplamientos

Cuadro 11. Interacciones y AG de afinidad de los agonistas para PPARs.

PPAR Ligando AG (Kcal/mol) Interacciones

Ser 289, His 323,
Y, B/ EPA 7.1 His 449, Tyr 473
Ser 289, His 449,

Y, B/® AO -5.8 Tyr 473

Y Pioglitazona -8.1 His 323
Ser 289, His 449,

Y GW1929 -9.4 Tyr 327.
B/d GW501516 -7.9 His 449 y Thr 289
B/S L-165041 -7.0 His 449 y Thr 289

6.4 Interpretacion de resultados conjuntos de los modelos neuroquimico (in

vivo) e in silico

Una vez que se concluyeron los experimentos en el modelo neuroquimico y los estudios
in silico , como se muestra en el Cuadro 12, se realizO una comparacién de manera
cualitativa, demostrando que la administraciéon de todos los agonistas especificos
(Pioglitazona, GW1929, L-165041 y GW501516) y no especificos (EPA y AO), que se
utilizaron en el modelo neuroquimico previenen el dafio producido por el AQ, aunque se

observé que la afinidad de menor energia de unién fue por parte del agonista especifico
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para la isoforma y. Sin embargo, para seguir explorando el mecanismo y tomando en
cuenta que tanto la isoforma y como la B/d estan participando, la comparacién nos arrojo
gue hubo una preferencia en la mayor parte de las pruebas por la activacion de isoforma
B/d (Cuadro 13).

Cuadro 12. Comparacién cualitativa de los efectos conductuales y bioquimicos

estudiados bajo el tratamiento de los agonistas para PPARs.

Parametro Comparacion de los efectos de los distintos
a estudiar tratamientos. Ordenados de mayor a menor.
Conducta (GW1929=PGZ=L-165041)>GW501516>EPA>AO

GABA (L-165041=GW501516)>(OA=EPA)>GW1929>PGZ
EROs L-165041>EPA>0A>PGZ>GW1929

PL EPA=0A>L-165041>GW501516>PGZ>GW1929
Docking GW1929>PGZ>GW501516>EPA>AQO

Cuadro 13. Comparacién cualitativa de los efectos conductuales y bioquimicos
estudiados considerando las isoformas de PPAR como blanco farmacoldgico.

Prueba Resultado
Conducta PPARY>PPARB/®> PPAR-y vy B/d
GABA PPARB/&> PPAR-y y B/6>PPARYy
EROs PPARB/&>PPAR-y y B/6>PPARYy
PL PPARRB/&-y, >PPARB/53>PPARY
Docking PPARY>PPARB/5>PPAR-y vy B/d

Apoyando la eleccién de agonistas especificos para PPARB/® en los experimentos
posteriores, Aleshin y cols. en el 2013, propusieron un mecanismo de accién de las tres
isoformas para PPARs. Este mecanismo consiste en una regulacién transcripcional y de
expresion de los PPARs por parte de la isoforma /0, que retroalimenta tanto a la

isoforma a como a la y; no obstante, en cuanto a la isoforma y se retroalimenta con la B/
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pero no con la a. Por otro lado la isoforma a no se retroalimenta con ninguna de las otras

isoformas.

PPARy

QO
/( : PPAR B/8
& ) \ Agonistas exogenos
(Pioglitazona, GW1929)

eV
PPAR a @ B/6 (L-165041, GW501516)

Agonistas enddégenos
@ (EPA,AD)

Figura 16 Diagrama de la triada de PPARs. PPARP/3 regula la expresion de la isoforma
de PPARa y a la isoforma vy, al ser activada por ligandos enddgenos o exégenos. Tomado
y modificado de Aleshin et al., 2013

De acuerdo a la informacién recabada, en la realizacion del protocolo con el modelo
neuroquimico y los diferentes pretratamientos de los agonistas PPARs, se eligio el

agonista L-165041 para cumplir con los objetivos posteriores (IV y V).

6.5 Resultados del objetivo IV

Para cumplir con el objetivo IV, se empled el modelo transgénico R6/1 para la EH, con dos
finalidades probar el agonista con mayor efectividad neuroprotectora y poder dilucidar en
parte el mecanismo neuroprotector del agonista a nivel mitocondrial. Se utilizé el agonista
L-165041 icv como tratamiento especifico para PPAR /6, después de dicho tratamiento
se realizaron pruebas conductuales que consisten en: 1. Observacién de la presencia de
“Feet clasping”; 2. Cuantificacién de los movimientos horizontales y verticales; 3. Prueba
de rotarod.

En la primera prueba, como se observa en el cuadro 14, a las 11 semanas no se presento
feet clasping, a las 24 y 35 semanas los animales lo presentaron sin ningin cambio entre
los grupos, por lo que el tratamiento con el agonista para PPAR (/6 no modifico el fenotipo

motor que se presenta alrededor de las 20 semanas de edad.
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Cuadro 14. Evaluacion del “feet clasping” de animales transgénicos (HTT) y Wild type
(Wt) tratados con L-165041 a 11, 24, 35 semanas de edad.

Presenta
Edad Grupo “Feet No. de animales

clasping”

Wt +V No 6

11 semanas HTT+V No 7

Wt+F No 7

HTT+F No 7

Wt + V Si 6

24 semanas HTT+V Si 6

Wit + F Si 6

HTT+F Si 7

Wit +V Si 6

35 semanas HTT+V Si 7

Wit+F Si 6

HTT+F Si 6

En cuanto a la segunda prueba, el conteo de movimientos horizontales y verticales
llevada a cabo en el equipo Opto-Varimex, en el que se muestra (Figura 17) los grupos de
ratones transgénicos de 11, 24 y 35 semanas (HTT+Veh, administrados con vehiculo y
HTT+F, administrados con farmaco y vehiculo) y ratones wild type (Wt+Veh,
administrados con vehiculo y Wt+F, administrados con farmaco y vehiculo) de las mismas
edades. En cuanto al conteo de movimientos horizontales (Figura 17A) hubo cambios
significativos en el grupo transgénico tratado con el agonista especifico para PPARB/S (L-
165041) respecto al transgénico tratado con vehiculo, a la edad de 11 semanas.

Con relacion al conteo de movimientos verticales (Figura 17B), se puede observar que
hay una disminucion notable entre los grupos Wty HTT (tratados con vehiculo y farmaco)
en general, y se ve una tendencia en el aumento del grupo transgénico tratado con el
farmaco con respecto al basal.
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Figura 17. Actividad motora espontanea de 11, 24 y 35 semanas de edad. A. Conteo de
movimientos horizontales combinados de los ejes x y y. B. Conteo de movimientos
verticales del eje z. Los valores representan el promedio + el error estdndar de seis
animales por grupo *p<«0.05 vs. HTT+V, **p<0.01 diferente a HTT+V, *p<0.05 diferente a
HTT+F . ANOVA de 2 vias seguido por Bonferroni.

En la figura 18 se aprecia la prueba de conducta de rotarod del grupo transgénico contra
el grupo Wild Type de las tres edades evaluadas. En esta prueba se obtiene la latencia
y la velocidad que tienen los animales a caer del rodillo giratorio. De estas pruebas se
puede observar que a la edad de 11 semanas existe una variacion de la velocidad pero
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no del tiempo del grupo de ratones transgénicos tratados con el vehiculo con respecto a
los transgénicos tratados con el farmaco. Las edades de 24 y 35 semanas no sufrieron
modificaciones, Unicamente se observa que los grupos wild type tratados y sin
tratamiento con el farmaco son diferentes al grupo transgénico y el dafio locomotor es
dependiente de la edad.
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— HTT+V
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100+ —
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Tiempo(seg)
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S
¥
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Figura 18. Actividad locomotora de 11, 24 y 35 semanas de edad. A. Latencia de
ratones transgénicos R6/1 tratados con vehiculo y con farmaco (L-165041). B. Velocidad
en rpm de ratones transgénicos R6/1 tratados con vehiculo y con farmaco(L-165041). Los
valores representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo.*p<«0.05
diferente a HTT+V, **p<0.01 diferente a HTT+V, ***p<0.001 diferente a HTT+V. ANOVA de
2 vias seguido por Bonferroni.

Posteriormente se midieron las EROs formadas y la PL en la confirmacion del efecto
protector contra el dafio oxidante de este agonista en un modelo transgénico R6/1 para la
EH. Se observa en la Figura 19 que en la PL disminuye significativamente en los grupos

transgénicos tratados con el farmaco (HTT+F) contra los transgénicos solo tratados con

61



vehiculo (HTT +V) en la edad de 11 y 35 semanas pero a la edad de 24 semanas tiende a
disminuir.

En cuanto a las EROs formadas se not6 el decremento significativamente en los grupos
transgénicos tratados con el farmaco (HTT+F) en relacién a los transgénicos solo tratados

con vehiculo (HTT +V) a las tres edades evaluadas.
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1 i i HTT+F

URF/mg proteina
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EROs

**
*%*

40 +
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Figura 19. Evaluacion del estrés oxidante en ratones transgénicos R6/1 y Wild Type de
11, 24 y 35 semanas de edad. A) Evaluacion de la peroxidacion de lipidos en estriado de
ratones tratados con vehiculo (PEG 200) y farmaco (L-165041) icv. B) Cuantificacion de
EROs en estriado de ratones tratados con vehiculo (PEG 200) y farmaco (L-165041)
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icv.Los valores representan el promedio = el error estandar de seis animales por
grupo.*p<0.05 diferente a HTT+V, **p<0.01 diferente a HTT+V. ANOVA de dos vias
seguido por Bonferroni.

6.6 Resultados del objetivo V

Se evalu6 la capacidad de respiracion mitocondrial por consumo de oxigeno en un
electrodo tipo Clark, en ratones R6/1 y Wild Type administrados con vehiculo (PEG 200) y
el agonista especifico para PPARS/B (L-65041). Después del tratamiento y de la
evaluacion conductual se llevaron a cabo las pruebas de respiracion aislando membranas

enriquecidas de complejos mitocondriales del estriado.

Los resultados del consumo de oxigeno fueron expresados en pmoles de atomos de
oxigeno consumidos por miligramo de proteina en un minuto, utilizando succinato como
medio de reaccion, se midi6 el estado 3 (estimulado con ADP) y el estado 4 del complejo |
y Il de la cadena de respiracion mitocondrial (Figura 20), donde no se encontraron
cambios estadisticamente significativos entre los grupos de ratones transgénicos
administrados con vehiculo respecto a los tratados con el agonista especifico para la
isoforma B/d, no obstante en el estado 3 y 4 a las edades de 11 y 24 semanas se ve una
tendencia en el incremento de consumo de oxigeno en los grupos de ratones
transgénicos tratados con el farmaco respecto a los de vehiculo.

En cuanto al complejo Il (Figura 21) tanto en el estado 3 como en el estado 4 se reflejé un
aumento en el consumo de oxigeno en ratones transgénicos administrados con el
farmaco (HTT+F) con respecto a los que sélo fueron inyectados con vehiculo (HTT+V). Se

muestra una disminucién del consumo dependiente de la edad por el deterioro causado.
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Figura 20. Consumo de oxigeno de complejo | y Il de la cadena de respiracion R6/1y
Wild type de 11, 24 y 35 semanas de edad. A Estado 3 del complejo | y Il de ratones
transgénicos tratados con vehiculo y tratados con el farmaco (L-165041). B Estado 4 del
complejo | y Il de ratones transgénicos tratados con vehiculo y tratados con el farmaco
Los valores representan el promedio + el error estdndar de 6 animales por grupo.
ANOVA de 2 vias seguido por Bonferroni.
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Figura 21. Consumo de oxigeno de complejo Il de la cadena de respiracion R6/1 y Wild
type de 11, 24 y 35 semanas de edad. A Estado 3 del complejo | y Il de ratones
transgénicos tratados con vehiculo y tratados con el farmaco. B Estado 4 del complejo |y
Il de ratones transgénicos tratados con vehiculo y tratados con el farmaco. Los valores
representan el promedio * el error estandar de seis animales por grupo. *p<0.05 diferente
a HTT+V, **p<0.01 diferente a HTT+V. ANOVA de dos vias seguido por Bonferroni.
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7. Discusion

La activacion de los PPARs ha sido ampliamente estudiada como blanco terapéutico en
enfermedades neurodegenerativas incluyendo la EH (M. Chiang et al., 2010; Dickey et al.,
2016; Iwashita & Muramatsu, 2007; Jin et al., 2013; Madrigal et al., 2007). EI mecanismo
neuroprotector mediado por la activacion de estos receptores no ha sido descrito
completamente, aunque si esta reportado que el sistema antioxidante y el sistema

antiinflamatorio estan involucrados (Marion-Letellier, Savoye, & Ghosh, 2016).

En este trabajo los resultados que se obtuvieron en conjunto nos aportan informacién
acerca de la participacion de las isoformas de PPARs, la efectividad terapéutica de sus
agonistas y nos amplia el panorama de los posibles mecanismos que estan siguiendo
para conferir neuroproteccion en un modelo neuroquimico, transgénico de la EH y en
estudios in silico.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la efectividad de la activaciéon de los
PPARs por sus agonistas. Los agonistas enddégenos AO, EPA (no especificos) y los
agonistas exégenos L-165041 y GW1929 (especificos para la isoforma de PPARB/® y
PPARYy respectivamente), empleados en este protocolo mostraron resultados favorables
en los parametros evaluados, usando el modelo neuroquimico y simulando su interaccion
in silico, Por otra parte, con el agonista PPARB/® (L-165041), empleando el modelo
transgénico R6/1 para la EH, fue posible dilucidar una parte de su mecanismo
neuroprotector como pretratamiento.

Los parametros evaluados o cuantificados en el modelo neuroquimico fueron el conteo de
namero de giros ipsilaterales, los niveles del neurotransmisor GABA, la medicion de EROs
y PL especialmente en las pruebas de estrés oxidante (figuras 6 y 7) y la recuperacion en
los niveles del neurotransmisor GABA (Figura 5), disminuyendo la formaciéon de EROs y la
PL. La respuesta de los demas agonistas PPARs (Pioglitazona, GW501516), ante el dafio
producido en el modelo neuroquimico y evaluado en los mismos parametros, fue
igualmente neuroprotectora; sin embargo, su efecto fue menor a pesar de tener efecto

positivo en la reduccién de giros, asi como en la recuperacién en los niveles de GABA.
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7.1 Propuesta de un mecanismo neuroprotector en los parametros conductuales

en el modelo neuroquimico.

Respecto a la disminucién de los giros ipsilaterales y la recuperacién en los niveles del
neurotransmisor GABA se tienen reportes de que tratamientos con agonistas PPARYy,
como Rosiglitazona y agonistas de PPARp/3, favorecen el incremento en la expresion del
BNDF (del inglés Brain-Derived Neurotrofic Factor) y la regulacion de la actividad de su
promotor (Benedetti et al., 2014; Jin et al., 2013; Kariharan et al., 2015), el cual juega un
papel importante en la sobrevivencia y diferenciacion de neuronas GABAérgicas del
estriado (Zuccato & Cattaneo, 2007). El BDNF se libera desde la neurona glutamatérgica
cortical a la GABAérgica estriatal activando al receptor TrkB (del inglés tyrosine kinase B)
en neuronas corticales y estriatales mejorando la activacion de los receptores NMDA,
desencadenando una via de sefializacion de acuerdo a la tirosina fosforilada de una de
sus subunidades. Ademas se tienen reportes de que en las neuronas corticales la
activacion de TrkB por la via de Ras/Erks esta regulando la transcripcion de GAD65 que
media la sintesis de GABA a partir de glutamato (Sanchez-Huertas & Rico, 2011) . Por
otra parte se sabe que la htt participa en el transporte vesicular y que esta involucrada en
el mejoramiento de la funcion de la conexion cortico-estriatal, favoreciendo asi la
transcripcién de BDNF y promoviendo el transporte axonal y la liberacién de vesiculas
que contengan BDNF. En la EH este factor neurotréfico se ve alterado (Saudou &
Humbert, 2016), no obstante el empleo de agonistas de PPARSs incrementa los niveles de
BDNF y disminuye los agregados de HTTm (M. Chiang et al., 2010; Jin et al., 2013).

Tomando en cuenta todo lo anterior sugerimos que al incrementarse el BDNF debido a la
activacion de PPARs por sus ligandos, éste sea liberado desde la neurona cortical
glutamatérgica hacia la neurona GABAérgica y active el receptor TrkB. Una vez
activado, podria fosforilar a la tirosina 515 que sigue la via Ras/Erks y regula la
transcripcion de GADG65, por medio del factor de transcripcion CREB (del inglés cAMP
response element-binding protein), o fosforila a la subunidad NR2B del receptor NMDA
mejorando la transmisién sinéptica (Figura 22). EI BDNF también podria ser liberado de
manera autocrina activando el TrkB encontrado en la misma célula cortical promoviendo
la liberacién del neurotransmisor glutamato (Zuccato & Cattaneo, 2007). Asi, es posible
gue los agonistas empleados como pretratamiento, en este proyecto, estan promoviendo
preventivamente esta via BDNF-TrkB. Esta propuesta de mecanismo es sélo es una de

las posibles vias neuroprotectoras, ya que se observa un efecto dual de los mencionados
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agonistas al prevenir paralelamente el dafio oxidante, evidenciado por la medicién de

loslos niveles de EROs y PL.

Los agonistas exégenos mostraron un efecto mayor en la disminucién de EROs que en la
PL como se muestra en las figuras 6 y 7, probablemente debido a la promocién de la
transcripcion de enzimas antioxidantes como SOD vy catalasa de las cuales se sabe estan
aumentadas con tratamientos de agonistas para PPARs como Rosiglitazona y
Pioglitazona (Jung et al., 2007; Serghides et al., 2014). Aunque se requiere explorar con
otras pruebas para demostrar como se encuentran expresadas SOD y catalasa en este
modelo.

En cuanto al mecanismo de accion que siguen los diferentes agonistas PPARs, se sabe
gue los acidos grasos (AO, EPA) y sus metabolitos actlian a nivel de la membrana lipidica
(Morales-Martinez et al., 2016), como atrapadores de radicales libres y a través de la
activacion de receptores como los PPARs o como los NRF1 y 2 (del inglés Nuclear
Respiratory Factor) (M. C. Chiang, Chern, & Huang, 2012), los cuales regulan genes
necesarios que participan en la respiracion mitocondrial y ademas son coactivados por el
PGC1-a (Scarpulla, 2002), estudiado ampliamente en la activacién de los PPARs. Se
tiene evidencia también que la sefializacion de los PUFAS, como EPA en conjunto con
GPR40 (del inglés G protein-coupled receptor 40), contribuyen en estudios de
neurogénesis, efectos antinociceptivos, efectos antiapoptéticos, en la homeostasis de Ca
en modelos enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer. Adicionalmente el grupo
de Khan & He, (2017), han sugerido que AO y EPA estan participando en la regulacion

de las vias de sefializacion de CREB para la expresién de BDNF.

Por lo tanto la activacion de PPARs por los acidos grasos seria una buena estrategia
terapéutica preventiva para este tipo de padecimientos neurodegenerativos, ya que el
resto de los agonistas mostraron un efecto mayor en cuanto a la reduccion de EROs,
éstos podrian estar actuando solo a nivel nuclear por medio de la sefalizacion en
comparacion con los acidos grasos, los cuales tienen la propiedad de ejercer un efecto a

través de diferentes mecanismos.
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7.2Hallazgos en los estudios in silico en las interacciones con agonistas PPARs

Los estudios de acoplamiento molecular, aportaron informaciéon importante sobre las
interacciones formadas, se reprodujo la metodologia antes empleada por la validacion
realizando un redocking, es decir, un acoplamiento con los ligandos ya estudiados para
estos receptores (DHA, Rosiglitazona y GW501516). En estas interacciones se formaron
puentes de hidrogeno con Ser289, His323, Tyr473, e His449 con los grupos OH de los
ligandos al igual que lo reportado por Zoete et al. (2007) para DHA, en el sitio de unién al
ligando que encuentra en una cavidad en forma de Y con una entrada y dos huecos: el
brazo | que se extiende hacia la hélice H12 en el dominio AF-2, y el brazo Il, situado entre
la hélice H3 y la hoja 3.

Una vez validado el método, se realizé6 el acoplamiento de la isoforma de PPAR y
con EPA, AO, GW1929 y Pioglitazona, y para la isoforma de PPAR (/5 con L-165041 y
GW501516 obteniendo el AG de afinidad que nos parametriza la energia requerida para
la unién entre el receptor con su ligando, siendo la de menor energia la union mas fuerte.
Se formaron puentes de hidrégeno en el grupo carboxilato de los acidos grasos (EPA,
DHA, AO) con Ser289, His323, His449, Tyr473 con AG alrededor de -7.0kcal/mol; sin
embargo, el ligando con la unién mas fuerte fue GW1929, agonista especifico para PPAR
Y, con un AG de -9.4kcal/mol (Cuadro 11), debido a la formacion de tres interacciones
importantes con Ser289, His449, Tyr327, formando puentes de hidrégeno con Ser289 y
Tyr 327. Adicionalmente, se formé una interaccion cation-1 entre las cadenas laterales de
la His449 y un benceno del ligando, estos aminoacidos han sido reportados como
aminodcidos conservados en la isoforma y y la p/& de PPARs. Asimismo, estos
aminodcidos junto con la His323 forman parte de la red de puentes de hidrégeno con los
grupos polares del brazo | del receptor (ver Figura 23)

(ver Figura 23) (Zoete et al., 2007).

En conjunto la evidencia proporcionada con estos acoplamientos, nos aportan informacién
sobre las partes estructurales imprescindibles de los ligandos para PPARSs, esto es, la
region de grupos polares que se acopla al brazo | del receptor; un claro ejemplo son los
acidos grasos que poseen en su estructura el grupo carboxilato en los primeros cuatro
atomos de carbono. En 2008 el grupo de Gani & Sylte, comprob6 que los PPARs con el
heterodimero del receptor acido retinoico (RXR) se unen con gran afinidad a los primeros

atomos de carbono del DHA los cuales pertenecen al grupo carboxilato. Otra parte
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importante que debe conformar la estructura del ligando es la cola hidrofobica, la cual se

acopla al brazo Il del receptor.

7.3 Fortalecimiento de una hipétesis: hallazgos conjuntos demodelos

neuroquimico e in silico

El modelo neuroquimico y el acoplamiento molecular nos proporciond informacion para
identificar los posibles residuos claves en el receptor PPAR para una mejor interaccion
con sus ligandos. Ademas, propusimos un mecanismo (via BDNF-TrkB) por el cual la

activacion de estos receptores se lleva a cabo.

7.4Busqueda del mecanismo protector del agonista PPARB/® en el modelo

transgénico

Para continuar con el estudio de los efectos de estos agonistas de PPARs, se utilizé el
modelo transgénico R6/1 con uno de los tratamiento anteriores, si bien todos tuvieron un
efecto bueno en las pruebas evaluadas, se eligié uno en base a la ubicacion funcional de
todas las isoformas. En 2013, el grupo de Aleshin hizo una recopilacién de los datos mas
relevantes relacionados con los efectos neuroprotectores que proporcionaban las tres
isoformas de PPAR. De manera interesante la isoforma 3/0 tiene un papel muy importante
al incrementar los niveles de las isoformas a y y; esta retroalimentacién no se da por la
activacion ni de a ni y, sino por un sistema indirecto de activacién modelado por
una triada de PPARs, por lo tanto se eligid6 el agonista L-165041 especifico para
PPARP/S.

En la segunda parte de este proyecto se utiliz6 un raton transgénico debido a las
caracteristicas que presenta, las cuales estan ligadas a alteraciones causadas en la
HTTm. En este modelo de la EH, son importantes las evaluaciones de pruebas
conductuales (revision de feet clasping, conteo de movimientos horizontales y verticales,
prueba de rotarod) que nos hablan del fenotipo motor reflejado por los diferentes grupos

control y los tratamientos.
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Los resultados obtenidos con el modelo transgénico R6/1 nos muestran que, posterior al
pretratamiento con el agonista PPARB/S, no hubo diferencias en la presencia de feet
clasping a la edad de 24 y 35 semanas, no asi en los ratones de 11 semanas que no lo
presentaron (Cuadro 14). Posiblemente el pretratamiento de una semana no es suficiente
para que se refleje un cambio en el fenotipo, o para que se retarde la aparicion de éste.
Los movimientos horizontales y verticales proporcionan informacién sobre el
comportamiento motor espontaneo en campo abierto, con el pretratamiento del agonista
PPARR/®, hubo cambios a la edad de 11 semanas, donde se aumentan los movimientos
horizontales significativamente con respecto al transgénico tratado con vehiculo (Figura
17); sin embargo, en los movimientos verticales no se detectaron cambios. Por dltimo se
hicieron pruebas de rotarod evaluando la coordinaciéon motora y el equilibrio y a las 11
semanas se ve un cambio en el aumento de velocidad de los ratones R6/1 tratados con
el farmaco (Figura 18). En todas estas pruebas conductuales se ve una modificacion en la
conducta del animal a edad temprana (11semanas); no obstante, la administracién del
farmaco no recupera este fenotipo a las 24 semanas. Por lo que tal vez sea necesario que
en el ratén transgénico R6/1, a partir de las 11 6 15 semanas de edad se administre el
farmaco agonista PPAR[/3, en diferentes periodos de tiempo, y se realice un seguimiento
tanto conductual y de actividad motora, para detectar algin cambio o retardo en la
aparicion de los sintomas. Asi como lo realizé el grupo de Dickey (2016) pero en otra
linea de ratones transgénicos para la EH. Esta reportado que la aparicion de defectos
motores comienzan alrededor de las 18 semanas de edad (Hodges et al., 2008) n el
modelo R6/1 por lo que a las 11 semanas no hay disminucién en latencia y velocidad

entre los grupos transgeénicos y wild type pero la velocidad incrementa con el tratamiento.

Segun lo reportado previamente por Pérez-Severiano y cols. en el 2000, ratones
transgénicos R6/1 presentan un alto dafio oxidante a las 24 y 35 semanas de edad. En
nuestros grupos experimentales tratados con el agonista de PPAR, la lipoperoxidaciéon
disminuyd significativamente a la edad de 11 y 35 semanas, y a pesar de que los cambios
a las 24 semanas no fueron estadisticamente significativos hubo una tendencia a
disminuir. Adicionalmente, la cuantificacion de las EROs formadas a las 11, 24 y 35
semanas decrecié en los grupos tratados con L-165041 con respecto a los tratados con
vehiculo; por lo que el tratamiento pudo modificar el estrés oxidante dependiendo del

deterioro correspondiente a cada edad.

71



En cuanto a la edad de 35 semanas, la degeneracion neuronal esta muy avanzada y es
practicamente imposible revertir el dafio o proteger a las neuronas sobrevivientes, aunque
disminuya tanto EROs como PL no se presenta un mejoramiento que se refleje en el

fenotipo.

7.5 Modelo transgénico R6/1y larespuesta mitocondrial ante el pretratamiento
con el agonista PPARB/5

Por otra parte se evalud la capacidad de respiracion mitocondrial de ratones transgénicos
R6/1, donde se ve una modificacion en el estado 3 (estimulado con ADP) y el estado 4 en
el complejo Il de la cadena de respiracion a las edad de 11 semanas. En este modelo
R6/1 no se encontré alterado este parametro a la edad de 24 y 35 semanas. Existe
evidencia de que el complejo Il estd disminuido en pacientes con la EH(Browne et al.,
1997; Gu et al., 1996), aunado a esto, Damiano y cols. (2013 ) encontraron alterado
este complejo en el modelo R6/1 a las 16 semanas de edad, lo que corresponde con
nuestros datos. Nosotros encontramos una disminucién en el consumo de oxigeno por
parte del complejo Il que es dependiente de la edad en el ratén.

En el modelo de ratdén transgénico R6/1 para la EH se encontré un efecto neuroprotector
por parte del agonista PPARB/®. Observamos disminucion en el estrés oxidante y en
prevencion en las alteraciones motoras, asi como modificaciones en la respiracion
mitocondrial a edad temprana. Por lo que se puede sugerir que este agonista PPARB/S
esta participando en la prevencion del dafio de via mitocondrial que esta afectada por la
formacién de agregados de HTTm, por lo que reiteramos la propuesta de hacer un
seguimiento desde las 11 o 15 hasta antes las 24 semanas para medir otros parametros

gue expliguen el mecanismo de la activacion de estos receptores.
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Neurona glutamatérgica cortical
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Figura 22. Activacion de PPARs promueve la via BDNF-TrkB. (Modificado de Saudou &
Humbert, 2016).
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Residuos del Brazo I: Residuos del Brazo ll:

PPAR B/6 PPARyY PPAR B/® PPARyY
Phe 282 Phe282 lle249 lle249
Cys285 Cys285 Leu255 Leu255
GIn286 GIn286 Glu259 Glu259
Thr289 Ser289 Trp264 Phe264
His 323 His323 Val281 lle281
Phe327 Tyr327 Arg284 Gly284

11e326 11e326 Leu339 Val339
1le363 Phe363 Val341 lle341
His449 His449 Val348 Met348
Met453 Leu453 Phe352 Phe352
Leud69 Leu469 Leu353 Leu353
Tyrd473 Tyrd73 lle364 Met364

Figura 23. Sitio de unién al ligando de PPARs. Brazo I(rojo), es una cavidad polar,
mientras que la entrada(azul) y el brazo Il (amarillo) son principalmente
hidrofébicas.(Modificado de Zoete et al., 2007)
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Conclusiones

Todos los agonistas PPARs probados en el presente estudio muestran un efecto

neuroprotector en los parametros evaluados.

El efecto neuroprotector mayor frente al dafio producido por AQ es de GW1929
(20mg/kg) y de L-165041 (10mg/kg).

Los grupos tratados con EPA, AO y L-165041 presentan el mejor efecto

antioxidante con respecto al resto de los agonistas.

Las interacciones de los agonistas con PPAR-y son altamente similares entre

ellos obteniendo interacciones con los mismos residuos.

El agonista GW1929 presenta la mayor afinidad con respecto al resto de los

agonistas con PPAR-y.

Los residuos conservados en el brazo | de los PPARs son imprescindibles para la

union con el ligando.

La activacion de PPAR-B/® propicia un ambiente favorable a edades tempranas en
el modelo R6/1
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Essential fatty acids have an important effect on oxidative stress-related diseases. The Huntington's disease
(HD) is a hereditary neurologic disorder in which oxidative stress caused by free radicals is an important
damage mechanism. The HD experimental model induced by quinolinic acid (QUIN) has been widely
used 1o evaluate therapeutic effects of antioxidant compounds. The aim of this study was 1o test whether
the fatty acid content in olive- or fish-oil-rich diet prevents against QUIN-related oxidative damage in rats.
Rats were fed during 20 days with an olive- or a fish-cil-rich diet (15% w/w). Posterior to diet period, rats
were striatally microinjected with QUIN (240 nmolful) or saline solution. Then, we evalualed the
neurclogical damage, oxidative stalus, and gamma isoform of the peroxisome proliferator-activated
receplor (PPARy) expression. Resulls showed that fatty acid-rich diet, mainly by fish oil, reduced circling
behavior, prevented the fall in GABA levels, increased PPARy expression, and prevented oxidative
damage in striatal issue. In addition none of the enriched diets exerted changes neither on triglycerides
or cholesterol blood levels, nor or hepatic funclion. This study suggests that olive- and fish-oil-rich diets
exerl neuroprotective effects.

Keywords: Essential fatty acids, Olive oil, Fish oil, Oxidative damage, Huntington's disease



